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POVZETEK 
V medicini se vedno bolj strmi k personalizirani terapiji z namenom zmanjševanja neželenih 
učinkov zdravil ter obremenitve pacienta in izboljšanja izidov zdravljenja. Pri bolnikih s 
kronično limfocitno levkemijo (KLL) je prilagoditev terapije še posebej priporočljiva, saj gre 
za heterogeno in predvsem s starostjo povezano bolezen. Pri starejši populaciji je namreč 
prisotna še komorbidnost in oslabljenost nekaterih telesnih funkcij. Prilagojena terapija je 
zaželjena, vendar z in vitro testi težko napovemo in vivo odziv. V razvoju je veliko visoko 
zmogljivih metod določanja odziva celic ex vivo in vrednotenja citotoksičnosti učinkovin. 
V magistrski nalogi smo želeli preveriti nov pristop k zdravljenju bolnika s KLL s prilagojeno 
terapijo z optimizacijo sistema HexascopeHEAMA. Analizirali smo 48 vzorcev krvi bolnikov 
s KLL. Najprej smo periferne mononuklearne krvne celice izolirali ter inkubirali tri dni v 
prisotnosti 30 različnih zdravilnih učinkovin (ZU) z različnimi koncentracijami. Za 
optimizacijo metode smo preverjali vpliv časa inkubacije ter končne koncentracije celic na 
mikrotitrski plošči ter ovrednotili ponovljivost testa. Za klinični del raziskave smo od teh 48-ih 
vzorcev krvi izbrali 35 vzorcev in v interni podatkovni bazi KOH UKC Ljubljana poiskali še 
podatke o genetskih spremembah, stopnji bolezni in prejetih terapijah. Na podlagi zbranih 
podatkov smo lahko primerljali in ovrednotili naše analize. 
S citotoksičnim testom HexascopeHEAMA smo ugotovili, da so bili za bolnike s KLL 
rezultati ob ustrezni koncentraciji celic (10 × 106/L) na mikrotitrski plošči in dovoljšni 
infiltraciji limfocitov v krvi (70 %) skladni z zahtevami kakovosti in ponovljivi. Pri napovedi 
odziva ex vivo z in vivo učinkovitostjo nismo bili uspešni, saj so nam manjkali podatki o 
dejanskem rezultatu zdravljenja bolnika. Slabost pri izvedbi testa je bil tudi nabor ZU. Bolniki 
s KLL se pogosto zdravijo s kombinacijo ZU, česar z našim sistemom nismo mogli testirati. 
Za vpeljavo sistema v vsakdanjo prakso bi bilo morda smiselno razmisliti o spremembi nabora 
ZU oz., dodati kombinacije (terapevtkse sheme) ZU s katerimi se bolniki zdravijo. Zaradi 
dejstva, da se pri zdravljenju KLL praviloma uporabljajo tudi monoklonska protitelesa, ima 
sistem HexascopeHEAMA omejeno uporabnost pri bolnikih s KLL, ker jih ne vključuje.  
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ABSTRACT 
In medicine there is always an incentive to personalize therapy to lower side effects, improve 
treatment outcomes and reduce the strain on the patient. In patients with chronic lymphocytic 
leukemia (CLL) the adjustment of the treatment is preferable, as CLL is a heterogeneous and 
age-related disease. In the presence of comorbidity and impairment of some of the bodily 
functions in elderly population, tailored therapy is preferable, but with in vitro tests it is 
difficult to predict an in vivo response. Many high throughput methods are being developed to 
determine the ex vivo cell response and evaluate the cytotoxicity of active substances. 
This master’s thesis aims to examine a new approach to the treatment of a patient with CLL 
with tailored therapy, with optimization of HexascopeHEAMA system. We analyzed 48 blood 
samples of patients with CLL. Peripheral mononuclear blood cells were firstly isolated, then 
they were incubated in presence of 30 different active substances with different 
concentrations. To optimize the method, the influence of the incubation time and the final 
concentration of cells on the microtiter plate were checked and the reproducibility of the test 
was evaluated. For the clinical part of the study, 35 samples were selected from these 48 blood 
samples. Data on genetic mutations, disease stage and therapies received were found in the 
internal database of UMC Ljubljana. Based on the collected data, it was possible to compare 
and evaluate the analysis that were carried out. 
HexascopeHEAMA cytotoxicity test showed that, for patients with CLL with adequate 
concentration of cells on the microtiter plate and sufficient infiltration of lymphocytes in the 
blood, the results were in compliance with quality requirements and reproducibility. The 
prediction of an ex vivo response with in vivo efficacy was not successful, as data on the actual 
outcome of the patient's treatment were lacking. A weak point in performing the test were also 
the active substances. Patients with CLL are often treated with a combination of active 
substances, which was something impossible to test with the used system. In order to 
introduce the system into everyday practice, it might be reasonable to consider changing the 
set of active substances or rather, to introduce combinations (therapeutic schemes) of active 
substances with which patients are treated. Due to the fact that monoclonal antibodies are 
generally used in the treatment of CLL, the HexascopeHEAMA system has limited utility in 
patients with CLL, because it does not include them.  
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SEZNAM OKRAJŠAV: 
BCL- 2: B- celični limfom 2 
CaAM: kalcein- acetoksimetil ester 
CAP: terapevtska shema ciklofosfamid + doksorubicin + prednizolon 
Ch: indeks računske homogenosti, ang. »calculation homogeneity score« 
CHOP: terapevtska shema ciklofosfamid + doksorubicin + vinkristin + prednizilon 
COP: terapevtska shema ciklofosfamid + vinkristin + prednizolon 
CR: popolni odziv, ang. »complete response« 
EthHD: etidijev homodimer 
FC: terapevtska shema fludarabin + ciklofosfamid 
FCR: terapevtska shema fludarabin + ciklofosfamid+ rituksimab 
FISH: fluorescenčna in situ hibridizacija 
KE%: indeks učinkovitosti, ang. »killing efficienty index 
KLL: kronična limfocitna levkemija 
MTT: (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid 
ORR: celokupni odziv, ang. »overall response rate« 
PBMC: periferne mononuklearne krvne celice, ang, »peripheral blood mononuclear cell« 
Th: indeks homogenosti triplikatov, ang. »triplicate homogeneity score« 
ZU: zdravilna učinkovina
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1) UVOD 
1.1 ZDRAVJENJE KLL  
Kronična limfocitna levkemija (KLL) je rakava klonska bolezen usmerjena v razrast 
limfocitov vrste B, ki se kopičijo v krvi, kostnem mozgu in vranici. Taki zreli nefunkcionalni 
limfociti B so majhni, s tankim robom citoplazme in zgoščenim kromatinom. KLL je 
praviloma bolezen starejših in predstavlja kar 11 % vseh krvnih rakavih obolenj ter prizadene 
več moških kot žensk. Bolezen diagnosticirajo tako, da naredijo krvno sliko z mikroskopskim 
pregledom periferne krvi ter imunofenotipizacijo. V krvi mora biti vsaj tri mesece zapored 
koncentracija klonalnih limfocitov B nad 5 × 109/L. Ob tem lahko nastopijo sekundarni znaki 
bolezni, ki se kažejo kot utrujenost, povišana telesna temperatura, zmanjšanje teka, povečane 
bezgavke in povečana vranica (t.i. simptomi B). Glede na stadij napredujoče bolezni poznamo 
dve glavni razvrstitvi bolezni: po Rai-u in po Binet-u. Pri modificiranem sistemu Rai imamo 
štiri stopnje napredujoče bolezni, od Rai stopnje 0, do Rai stopnje IV. 
Razdelitev stopenj po Binetu, ki ga uporabljajo na Kliničnem oddelku za hematologijo (KOH) 
UKC Ljubljana, so stadiji razdeljeni od najmanj tveganega A do najbolj tveganega C. Poleg 
pregleda periferne venske krvi pri razvrstitvi upoštevajo še vključena področja telesa, kjer so 
bezgavke povečane, organomegalijo, prisotnost anemije in trombocitopenije (1-4). 
 
Za zdravljenje bolnikov s KLL se zdravniki odločijo, ko so le- ti razvrščeni v stadij B in C po 
Binetu oz. v stadiju II- IV po Raiu. Bolniki so razvrščeni v določeno stopnjo tveganja glede na 
klinično stanje, prisotne simptome, splošno fizično zmogljivost, pridružene kronične bolezni, 
genetske analize. Za zdravljenje je na voljo kar nekaj zdravil, ki se uprabljajo v terapiji. Lahko 
gre za posamezne ZU ali njihovo kombinacijo (1). 
Najpogostejša zdravila, ki se uporabljajo pri terapiji KLL, so (3-5): 
a) Alkilirajoči citostatiki, ki delujejo tako, da kot elekrofili reagirajo z nukleofilnimi 
bazami v DNA in tvorijo kovalento vez. To privede do spremembe DNA, ki ni več 
zmožna pomnožitve, posledično privede do celične smrti. Taki predstavniki so: 
klorambucil, ciklofosfamid, bendamustin. 
MAJA OKRETIČ  Magistrska naloga 
2 
 
b) Analogi purinskih baz delujejo kot substrat za DNA polimerazo. S tem se vključijo v 
verigo in posredno zavirajo sintezo in popravilo DNA. V to skupino spadajo npr.: 
fludarabin, pentostatin, kladribin. 
c) Tarčna zdravila, ki delujejo na molekule signalnih poti (inhibitorji kinaz): idelalisib, 
ibrutinib, akalabrutinib. 
d) Zaviralci beljakovine BCL- 2: venetoklaks. 
e) Imunomodulatorne učinkovine, ki delujejo na imunsko odzivnost: lenalidomid. 
f) Glukokortikoidi: metilprednizolon. 
g) Monoklonska protitelesa, ki delujejo na specifične molekule na površini celice, npr. 
rituksimab, ofatumumab, obinutuzumab, alemtuzumab. 
Številne študije so pokazale, da je zaradi sinergističnega delovanja kombinacija različnih ZU 
učinkovitejša kot uporaba ene same ZU. S kombinacijo FC (fludarabin + ciklofosfamid) je 
doseglo remisijo kar 50 % bolnikov. Odziv je boljši pri bolnikih s KLL z majhnim tveganjem 
(če ni delecije oz. mutacije 17p). Druge sheme zdravljenja, ki vključujejo kombinacijo večih 
zdravil brez monoklonskih protiteles, so CHOP (ciklofosfamid + doksorubicin + vinkristin + 
prednizolon), CAP (ciklofosfamid + doksorubicin + prednizolon), COP (ciklofosfamid + 
vinkristin + prednizolon). Zaradi razvoja tarčnih zdravil so se tudi na tem področju začela 
uporabljati monoklonska protitelesa. Prvi je bil rituksimab, protitelo proti- CD20, ki se ne 
uporablja kot monoterapija, temveč v kombinaciji s fludarabinom, ali fludarabinom + 
ciklofosfamidom (FCR). Kemoimunoterapija se je izkazala kot zelo učinkovita, saj je bil 
odziv pri bolnikih kar 23 % večji v primerjavi s terapijo FC. To je pokazala študija za bolnike, 
ki niso imeli delecije 17p. Pri starejših ljudeh s pridruženimi kroničnimi boleznimi se 
uporablja alkilirajoči citostatik klorambucil. V randomizirani študiji (GCLLSG CLL11) so 
ugotovili, da je kombinacija klorambucil + protitelo proti- CD20 tudi izboljšala odzive na 
zdravljenje (1-4, 6-9). 
1.1.1 Genetske spremembe in odziv na zdravljenje 
KLL je heterogena bolezen, ki se razlikuje od bolnika do bolnika. Poznane so citogenetske 
preureditve, ki vplivajo na potek bolezni in odziv na terapijo. Te nepravilnosti odkrijemo z 
molekularno citogenetiko in sicer z interfazno preiskavo FISH (fluorescenčna in situ 
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hibridizacija). Najpogosteje se pojavljajo delecija dolgega kraka kromosoma 13 (del(13q)), 
nato delecija kromosoma 11 (del(11q)), trisomija kromosoma 12 (+12) ter delecija kratkega 
kraka kromosoma 17 (del(17p)). V preglednici I so zbrane glavne preureditve kromosomov in 
napoved kliničnega poteka bolezni. 
Preglednica I: Glavne preureditve kromosomov pri bolnikih s KLL in napoved poteka 
bolezni 
Preureditev kromosomov Napoved poteka bolezni 
delecija kromosoma 13 (del(13q)) 
ugodna napoved bolezni, če je preureditev 
izolirana 
brez preureditev 
ugodna napoved bolezni, vendar slabše od 
del(13q) 
trisomija kromosoma 12 (+12) vmesna napoved 
delecija kromosoma 11 (del(11q)) neugodna napoved in hitrejši potek bolezni 
delecija kromosoma 17 (del(17p)) najbolj neugodna napoved poteka bolezni 
 
Glede na nepravilnosti v kariotipu je lahko bolnik neodziven na terapijo. Zato je pomembno, 
da pri izbiri ustreznega zdravila zdravniki to upoštevajo. Kot so pokazale 3 velike 
randomizirane študije, so bili bolniki z delecijo 11q zelo dobro odzivni na terapijo FC (CR, 
ang. »complete response« 38%). Enako se je izkazalo za bolnike, ki so imeli trisomijo 12. Pri 
uvedbi protitelesa proti- CD20 rituksimab, torej s terapevtsko shemo FCR, sta se pri istih 
kromosomskih preureditvah popolni odziv (CR) in preživetje (OS, ang. »overall survival«) 
bolnikov povečala. Najbolj neugodna kromosomska preureditev, delecija 17, pomeni tudi 
najbolj neugoden odziv na zdravljenje. Zaradi tega se bolnike s tovrstno nepravilnostjo zdravi 
s protitelesom proti- CD52 alemtuzumabom, ibrutinibom, idelasilibom, venetoklaksom, ali 
celo s presaditvijo krvotvornih matičnih celic (PKMC) (7-9). 
 
 
MAJA OKRETIČ  Magistrska naloga 
4 
 
1.1.2 Problem zdravljenja pri starejši populaciji 
KLL je bolezen starostnikov, povprečna starost bolnika z diagnozo KLL je 72 let. Pri 
geriatrični populaciji so značilni manjša odpornost na stresorje, nepokretnost, pogoste 
hospitalizacije, manjša komplianca, slabše delovanje ledvic in okvare jeter, ki so pomembna 
pri izločanju ZU. Zato morajo zdravniki pred zdravljenjem skrbno razmisliti o koristi le-tega 
za bolnika. Pri bolnikih, ki imajo pridružene bolezni (~ 50 %), se tako odločijo za začetek 
terapije le takrat, ko je bolezen že močno napredovana oz. se pričenjajo kazati simptomi. 
Randomizirana študija (7) je pokazala, da so se starejši bolniki, ki so fizično dobro pripravljeni 
in nimajo pridruženih bolezni, dobro odzvali na terapijo FCR in dosegli dolgo trajajočo 
remisijo. V podskupini te iste raziskave so se bolniki starejši od 70 let dobro odzvali na 
terapijo s pentastatinom + ciklofosfamidom + rituksimabom, kjer so dosegli kar  83 % 
celokupnega odziva (ORR, ang. »overall response rate«) ter so s terapijo bendamustin + 
rituksimab dosegli 84 % celokupnega odziva. Pri bolnikih, ki so v slabšem fizičnem stanju, se 
zdravniki odločijo za tako terapijo, ki ne doseže remisije, temveč omogoča nadzor bolezni in 
jo skuša obvladovati. Ponavadi je to monoterapija s klorambucilom ali fludarabinom, saj imata 
nizko toksičnost. Statistično gledano ni nobene razlike med ZU (7, 12). 
 
1.2 CELIČNA ODPORNOST PRI MALIGNIH OBOLENJIH 
Kemoterapija je ključni način zdravljenja malignih obolenj, a odpornost celic na ZU 
predstavlja veliko težavo pri uporabi kemoterapije. Odpornost na ZU lahko ločimo na 
intrinzično in pridobljeno. Intrinzična odpornost se pojavi takrat, ko so »odporni« dejavniki 
prisotni že v tumorskih celicah in je odzivnost le-teh zelo nizka. Do tega lahko pride zaradi 
premajhnega privzema ZU v notranjost celice ali zaradi biološke/genetske značilnosti celice. 
Kadar se ti mehanizmi razvijejo med zdravljenjem, govorimo o pridobljeni odpornosti. To se 
kaže kot mutacije ali povečanje ekspresije tarč ZU, pridobitev novih/alternativnih signalnih 
poti, ki so prilagoditveni mehanizmi, ki omogočajo celično preživetje. V nadaljevanju bomo 
opisali glavne mehanizme celične odpornosti (5, 12). 
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 Prenos ZU iz celic 
Na celični membrani so prisotne transmembranske beljakovine, ki so odgovorne za prenos ZU 
iz celice. Beljakovine, ki so povezane s povečano odpornostjo celic na kemoterapevtike, so P- 
glikoprotein, protein MRP-1 ter protein BCRP. Slednji izločajo hidrofobne ZU, kot so analogi 
purinskih baz in zaviralci topoizomeraz (12). 
 Sprememba v tarči ZU 
Sprememba v tarči nastane zaradi mutacije, povečane ekspresije ali zaradi delovanja ZU preko 
negativne povratne zanke, ki lahko zavre sintezo encima. Spremenjena tarča onemogoči 
pravilno delovanje ZU in razvije se odpornost (12). 
 Popravilo poškodb DNA  
Kemoterapevtiki sami po sebi povzročijo poškodbe DNA. V normalnih pogojih se ob takih 
poškodbah zgodi popravilo DNA ali celična smrt. Tumorske celice ponavadi razvijejo dober 
mehanizem popravila celic in celica preživi ter proliferira, zaradi tega bo ZU neučinkovita 
(12).  
1.2.1 Odpornost na ZU pri KLL 
Tudi pri zdravljenju KLL so se pojavila vprašanja, zakaj je bolnik neodziven na določeno 
terapijo. Glede na to, da je KLL zelo heterogena bolezen z mnogimi genetskimi preureditvami, 
takoj pomislimo na povezavo med temi in odpornostjo na določen kemoterapevtik. Najbolj 
kritična je podskupina bolnikov z delecijo kratkega kraka kromosoma 17, saj ima najbolj 
neugodno napoved poteka bolezni. V raziskavi Zhong-a in sodelavcev so z in vitro testom 
preizkusili odzivnost na ZU klorambucil, fludarabin, kladribin in prednizolon. Še prej so 
opravili citogenetske preiskave. Izkazalo se je, da je bila povezava med odpornostjo na ZU in 
kromosomskimi preureditvami. Bolniki z delecijo 17 (del(17p)) so bili najbolj odporni na 
klorambucil in kladribin. Prav tako so bili bolniki v napredujočih stadijih bolezni bolj odporni 
na prej omenjene ZU v primerjavi z bolniki, ki so bili v začetnih stadijih bolezni (ne glede na 
citogenetiko). Enako se je izkazalo za fludarabin. Samo nekateri bolniki z delecijo 17 so bili 
odzivni na prednizolon. Sklepna misel je ta, da z izgubo gena TP53 izgubimo funkcijo od 
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proteina TP53 odvisne apoptotične signalne poti, s tem zmanjšamo delovanje tistih ZU, ki 
poškodujejo DNA, npr. alkilirajoči citostatiki ali analogi purinskih baz (7, 13). 
Iskanje novih odgovorov, zakaj pride do celične odpornosti, je privedlo do novega spoznanja, 
da so, poleg gena za protein TP53, vključeni še drugi geni za sintezo encimov, ki igrajo 
ključno vlogo pri neodzivnosti celic na ZU ali pri pridobitvi novih signalnih poti, ki 
omogočajo celično preživetje. V raziskavi, kjer so testirali odpornost na fludarabin, so 
ugotovili, da je znižana koncentracija ceramida (pomembna proapoptotična signalna 
molekula) oz. povišana koncentracija njegovega presnovka glukozilceramida lahko 
prognostični marker, saj na fludarabin odporne celice spremenijo presnovo ceramida in tako 
omogočajo celično preživetje. Presnovki ceramida regulirajo tudi ekpresijo P-glikoproteina, ki 
je ena glavnih beljakovin za prenos ZU izven celic (14). 
Še en zanimiv primer je bil, ko so pri bolnikih s KLL ugotovili odpornost na relativno novo 
ZU venetoklaks, ki deluje kot antagonist na BCL- 2. Natančni mehanizmi nastanka odpornosti 
na to ZU niso znani. Sumijo, da gre za pridobitev novih signalnih poti v celici (15). 
 
1.3  TESTI CITOTOKSIČNOSTI 
V zadnjih letih so se testi preverjanja citotoksičnosti ZU hitro razvijali in tako izboljšali 
občutljivost in specifičnost. Najbolj so uporabljeni in vitro testi določanja citotoksičnosti. 
Temeljijo predvsem na detekciji živih oz. mrtvih celic ter merjenju celične proliferacije in za 
zaznavo le-teh izkoriščajo celično presnovo, aktivnost celičnih encimov, tvorbo ATP in 
membransko (ne)prepustnost. V nadaljevanju bomo opisali teste citotoksičnosti, ki zaznavajo 
eno od teh aktivnosti (16-18). 
1.3.1 Test encimske aktivnosti 
MTT test 
Je med najbolj poznanimi in prvi uporabljen kolorimetrični test. Test so optimizirali, saj je 
pomemben pri testiranju citotoksičnega delovanja ZU, vključno s kemoterapevtiki. Temelji na 
spremembi barve MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid) iz rumene v 
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temno vijolično/modro. Encim sukcinat dehidrogenaza reducira MTT v netopen formazan. 
Mehanizem pretvorbe je predstavljen na sliki 1. S tem ugotovimo količino živih celic, saj 
spektrofotometrično izmerimo absorbanco (18).  
 
Slika 1: Mehanizem pretvorbe MTT v netopen formazan. 
Aktivnost encima LDH  
Podoben test, ki temelji na spremembi barve, je preverjanje aktivnosti encima LDH (laktat 
dehidrogenaze). Pri tem testu je ključna membranska integriteta, saj se poslužuje aktivnosti 
encima LDH, ki se sprosti pri poškodbi celice. Aktivnost LDH določimo s kemično reakcijo, 
natančneje z redukcijo NAD+ v NADH/H+, zaradi katalitične pretvorbe laktata v piruvat. V 
drugi stopnji tega testa se proton prenese na tetrazolinijevo sol (2-(4-jodofenil)-3-(4-
nitrofenil)-5-feniltetrazolinijev klorid), ki se reducira do rdeče obarvanega formazana (16). 
1.3.2 Test prepustnosti membrane 
Test s triptan modrim barvilom 
Ta test temelji na prepustnosti membrane. Mrtve celice se obarvajo v modro, ki jih lahko 
opazujemo pod mikroskopom, medtem ko zaradi selektivne prepustnosti membrane živih celic 
barvilo ne pronica v notranjost in se slednje ne obarvajo. Slabost tega testa je, da ne loči 
apoptotičnih celic od nekrotičnih. Čeprav je ena starejših metod, ki se uporablja za celično 
živost, so postopek avtomatizirali ter s tem zagotovili boljšo občutljivost in ponovljivost (18). 
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Test z barvilom »Neutral red« 
Barvilo Neutral red (3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazin hidroklorid) obarva žive celice, 
saj gre skozi membrano, kjer ga lizosomi prevzamejo. Razmerje med koncentracijo barvila in 
količino živih celic je linearno (16). 
Živo/mrtvi fluorescenčni test 
Pri tem testu se žive in mrtve celice obarvajo različno, ker uporabljamo dve različni barvili. 
Specifično za ta test se uporabljata barvili CaAM (kalcein- acetoksimetil ester) in EthHD 
(etidijev homodimer). CaAM barvilo ne fluorescira, vendar ga po vstopu v žive celice 
esteraze, ki so tam prisotne, cepijo v kalcein. Slednji fluorescira in vidimo zeleno obarvane 
celice. EthH vstopi v celice samo, če imajo poškodovane membrane. Obarva torej samo mrtve 
celice. Ta se veže na nukleinske kisline in fluorescira rdeče. Prednost tega testa je, da 
kvantitativno lahko določimo žive in mrtve celice (16-19).  
1.3.3 Test metabolične aktivnosti 
Test ATP 
Adenozin trifosfat (ATP) je produkt živih celic, pri mrtvih celicah pa pride do njegovega 
hitrega razgrajevanja. Test temelji na merjenju luminescence, ki se generira s pomočjo encima 
luciferaze in luciferina. Glede na to, da je količina ATP v živih celicah natančno regulirana, je 
luminescenca direktno proporcionalna ATP. Test ATP je postal zlati standard za merjenje 
metabolične aktivnosti, saj je zelo hitra in zanesljiva metoda (16, 18).  
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1.4  CILJI PERSONALIZIRANE TERAPIJE 
Personalizirana medicina je izraz, ki se v sodobnem času vedno več uporablja. Poda nam 
informacijo o bolnikovem genomu, proteomu in okolju za preprečevanje bolezni. S 
personaliziranim pristopom lahko pri posamezniku izboljšamo izide zdravljenja. V zadnjih 
dvajsetih letih so znanstveniki raziskovali kritične točke, ki privedejo do napredovanja raka. 
Morfološko enaki tumorji imajo lahko različno genetsko ozadje, ki privede do različnega 
odgovora na enako terapijo. Bolniku prilagojena terapija, dajanje pravšnega odmerka, lahko 
bistveno poveča terapevtski učinek in zmanjša toksičnost ZU. Kot prikazuje slika 2, sta 
histološki pregled tkiva in ocena stopnje bolezni ključna pri izbiri prave terapije. Če želimo 
terapijo personalizirati, moramo upoštevati še, kako genetske spremembe vplivajo na 
farmakodinamiko zdravila, da prilagodimo odmerek in zmanjšamo stranske neželene učinke 
(20).  
Prvi pristop k prilagojeni terapiji so in vitro testi, kjer z različnimi celičnimi modeli 
preizkušamo občutljivost/odpornost na ZU. Razvoj tehnologije je omogočil optimizacijo teh 
modelov, da so se čim bolj približali in posnemali rakavo mikrookolje. Vendar se je izkazalo, 
da in vitro testi, kjub njihovemu napredku, ne kažejo dobrih rezultatov pri določanju 
občutljivosti ZU in imajo nizko napovedno vrednost v klinični praksi (17, 21).  
 
Slika 2: Vzorec postopka pri izbiri bolniku prilagojene terapije. Povzeto po 20. 
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Zaradi heterogenosti rakavih obolenj in zaradi intrizičnih lastnosti rakavih celic je princip 
določanja prilagojene terapije ex vivo v porastu. Pri takem testiranju privzamemo vse 
bolnikove lastnosti (tudi genetske) in lahko sklepamo, da če ZU ne bo učinkovita v ex vivo 
testu, ne bo imela niti kliničnega pomena v terapiji oz. in vivo. Test je tudi zelo preprost: 
bolnikove celice izoliramo, izberemo tiste ZU, ki se uporabljajo pri zdravljenju določenega 
tipa raka in jih skupaj inkubiramo ter analiziramo. Kjub temu, da se pri individualizirani 
terapiji to zdi idealna rešitev, izključuje pomemben parameter - farmakokinetiko zdravila. 
Zato bi bilo v prihodnosti potrebno vključiti še ta vidik (22). 
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2) NAMEN DELA 
Namen dela je bil ovrednotiti uporabnost ex vivo vrednotenja učinkovin za zdravljenje 
bolnikov s KLL kot nov pristop k personalizirani terapiji. Ex vivo bomo določali občutljivost 
malignih limfocitov B na različne ZU, ki se uporabljajo v standardni shemi zdravljenja ter 
nekaterih, ki niso vključene v standardne nabore učinkovin za zdravljenje KLL. Le-to bomo 
določali z avtomatiziranim skenerjem in analizatorjem HexascopeHAEMA. Sistem nam bo 
prikazal delež živih oz. mrtvih celic na mikrotitrski plošči, kjer bo nanešenih 30 različnih ZU. 
Poleg kliničnega vidika bomo proučevali še analitsko sposobnost/značilnost novega sistema 
tako, da bomo opazovali čas inkubacije in gostoto celic, ki so najbolj optimalni za gojenje ex 
vivo in nam dajejo zanesljive rezultate. 
Raziskovalno delo bomo izvedli na Kliničnem oddelku za hematologijo (Specializiranem 
hematološkem laboratoriju) Univerzitetnega kliničnega centra Ljubljana. Vzorce krvi bolnikov 
z diagnosticirano KLL bomo ustrezno gojili in analizirali s fluorescenčnim mikroskopom 
HexascopeHAEMA, ki bo avtomatsko skeniral in analiziral mikrotitrsko ploščo. Po analizi 
nam bo programska oprema generirala izvid, ki ga bomo primerjali s titracijskimi krivuljami, 
ki nam jih prav tako izpiše program. S primerjavo teh dveh rezultatov bomo določili 
zanesljivost samodejnega podajanja citotoksičnosti analiziranih perifernih mononuklearnih 
krvnih celic in izbrali najustreznejši način podajanja izvida preiskave.  
 
Ker je pri napovedi poteka bolezni in hkrati uspešnosti zdravljenja zelo pomemben tudi 
citogenetski profil posameznika, bomo to upoštevali pri klinični interpretaciji rezultatov. 
 
Cilj magistrske naloge je ugotoviti, ali je nov sistem analize citotoksičnosti celic bolnika s 
KLL s fluorescenčnim mikroskopom, skenerjem in analizatorjem HexascopeHAEMA skupaj s 
citogenetskimi preiskavami, lahko potencialno nov način določanja najprimernejše terapije za 
posameznega bolnika s KLL z namenom zmanjševanja neželenih učinkov zdravil in 
izboljšanja izida zdravljenja. 
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3) MATERIALI IN METODE 
3.1 VZORCI 
Vzorec za določanje predstavlja kri, ki ima zadostno število limfocitov, saj je za analizo 
potrebnih najmanj 10 × 106 celic. Priporočljiva začetna koncentracija limfocitov v polni krvi je 
vsaj 5 × 109/L. Določimo jo s hematološkim analizatorjem, ki nam poda diferencialno krvno 
sliko. 
Obdobje zbiranja vzorcev krvi bolnikov z diagnosticirano KLL je trajalo 5 mesecev (med 
avgustom 2017 in decembrom 2017). V Specializiranem hematološkem laboratoriju v UKC 
Ljubljana smo skupno zbrali in analizirali 48 vzorcev.  
Vsi bolniki, natančneje 19 žensk in 29 moških starih med 45 in 88 let, so bili naročeni na redni 
pregled z namenom spremljanja poteka bolezni. Predhodno so imeli potrjeno diagnozo KLL s 
pomočjo pretočne citometrije, večina bolnikov je imela opravljene še citogenetske preiskave, 
ki smo jih vključili v klinični interpretaciji v povezavi z odpornostjo na ZU. Podatke o 
pridruženih bolezni nismo imeli. 
Pred samim odvzemom krvi smo bolniku predstavili in razložili namen raziskave ter prosili za 
pisno privolitev. 
Raziskava je bila odobrena s strani Komisije RS za medicinsko etiko (0120-174/2017-3).  
 
3.2 MATERIALI 
3.2.1 Uporabljeni laboratorijski pripomočki 
o sterilne centrifugirke, 15 mL (Greiner Bio- One, Nemčija) 
o sterilne posodice za gojenje, 50 mL, 25 cm2 (Greiner Bio- One, Nemčija) 
o sterilna Pausterjeva pipeta (kapalka), 3 mL (Alphalaboratories, Velika Britanija) 
o avtomatski pipetor Easypet (Eppendorf, Nemčija) 
o multikanalni pipetor (Eppendorf, Nemčija) 
o sterilni nastavki duafilter za pipetorje, 2-100 μL, 50-1000 μL (Eppendorf, Nemčija) 
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3.2.2 Uporabljenje raztopine in priprava raztopin 
 fikol z gostoto 1,077 ± 0,001 g/mL (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Švedska) 
 1 × PBS 
1 × fosfatni pufer (PBS) smo pripravili tako, da smo redčili 10 × PBS. Z merilnim vajem smo 
namerili 100 mL 10 × PBS in ga prenesli v 1000 mL bučko, dodali smo destilirano vodo do 
900 mL in po potrebi uravnali vrednost pH do 7,4. Nato smo z destilirano vodo dopolnili do 
oznake 1000 mL.  
 
Pripravili smo 1L raztopine 10 × PBS. Natehtali smo 80 g NaCl (Sigma- Aldrich, ZDA), 2 g 
KCl (Merck, Nemčija), 2,4 g KH2PO4 (Gram- Mol, Hrvaška) in 14 g Na2HPO4 × 2H20 
(Kemika, Hrvaška). Do 900 mL smo dodali destilirano vodo ter uravnali vrednost pH na 7,4. 
Do oznake 1000 mL smo dopolnili z destilirano vodo in raztopino sterilizirali. 
Vsi uporabljeni reagenti so imeli čistoto 99 %, KH2PO4 je imel čistoto 98 %. 
 
3.2.3 Komplet QUANTASCOPE: reagenti in pripomočki iVV 
o gojišče StartMix 
o dodatek A, B, C in D 
o reagent X 
o kontrola 
o gojišče OmniSanguine 
o sterilne 384-delne mikrotitrske ploščice z ZU 
o barvilo VitalDye 
o sterilne plastične kadičke 
 
Sestava posameznih komponent je neznana. Proizvajalec QUANTASCOPE je patentiral 
reagente in pripomočke ter zagotovil, da gojišče, ki ga sestavimo iz StartMix-a z dodatki A, B, 
C in D posnema in vivo okolje bolnika z maligno krvno boleznijo (23). Gojišče 
OmniSanguine, ki smo ga uporabili pri inkubaciji celic, vsebuje vse potrebne rastne hormone 
in soli (23). 
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Fluorescenčno barvilo VitalDye smo uporabili pri barvanju celic. Ima dve vzbujevalni valovni 
dolžini, ki nam omogočata razlikovanje med živimi in mrtvimi celicami (23, 24). 
 
Sterilna 384-delna mikrotitrska ploščica z ZU 
Nabor ZU so sestavili hematologi na Hematološkem oddelku UKC Ljubljana. Mikrotitrska 
ploščica, kot prikazuje slika 3, vsebuje 30 razničnih ZU, ki so uveljavljene pri terapiji 
malignih krvnih bolezni, tudi pri KLL. V mikrotitrske vdolbinice so nanešene ZU z 1 × 
koncentracijo (ki ustrezajo terapevtski koncentraciji) ter 5 ×, 25 × in 125 × redčitvi le-te. 
Vsaka ZU z ustrezno koncentracijo je nanešena v triplikatu. Ena vrstica je kontrolna, kjer ni 
ZU. V prvih štirih vdolbinicah te iste vrstice je nanešena negativna kontrola sestavljena le iz 
gojišča OmniSanguine.   
 
Slika 3: Mikrotitrska ploščica z ZU v različnih koncentracijah. 
 
MAJA OKRETIČ  Magistrska naloga 
15 
 
ZU so razdeljenje po ATC klasifikaciji (anatomsko - terapevtsko - kemična klasifikacija), kot 
je prikazano v preglednici II. ZU, označene z rdečo barvo v preglednici II, se na KOH UKC 
Ljubljana uporabljajo pri zdravljenju KLL. Ostale se uporabljajo pri zdravljenju drugih 
malignih krvnih bolezni (25). 
 
Preglednica II: ATC klasifikacija testiranih ZU 
1. ZDRAVILA Z DELOVANJEM NA 
NOVOTVORBE    (CITOSTATIKI) 
2. ZDRAVILA ZA ZAVIRANJE IMUNSKE 
ODZIVNOSTI 
a) Alkilirajoči citostatiki a) Zdravila za zaviranje imunske odzivnosti  
Analogi dušikovih iperitov  Druga zdravila za  zaviranje imunske odzivnosti 
ciklofosfamid lenalidomid 
bendamustin metotreksat 
klorambucil pomalidomid 
melfalan  talidomid  
Alkilsulfonati  
 busulfan 
 
b) Zaviralci celične presnove (antimetaboliti) 
3. KORTIKOSTEROIDI ZA                                     
SISTEMSKO ZDRAVLJENJE  
Analogi purinskih baz  
a) Kortikosteroidi za sistemsko zdravljenje, 
enokomponentna zdravila  
6-merkaptopurin Glukortikoidi  
kladribin deksametazon 
klofarabin  
 fludarabin 
 Analogi pirimidinskih baz  
 azacitidin 
 citarabin 
 decitabin 
 c) Citotoksični antibiotiki in sorodne 
učinkovine  
 
Antraciklinski antibiotiki in sorodne učinkovine  
 daunorubicin 
 doksorubicin 
 idarubicin 
 mitoksantron  
 piksantron  
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d) Rastlinski alkaloidi in druge naravne 
učinkovine (zaviralci mitoze)  
 
Alkaloidi rožnatega zimzelena (vinka alkaloidi) 
in analogi  
 vinkristin  
 Derivati podofilotoksina 
 etopozid  
 e) Druga zdravila z delovanjem na novotvorbe 
(citostatiki) 
 Zaviralci proteinskih kinaz  
 dasatinib 
 ibrutinib  
 ruksolitinib 
 
Druga zdravila z delovanjem na novotvorbe 
(citostatiki)  
 bortezomib 
 karfilzomib 
 idelalisib  
  
3.3 APARATURE 
 laminarna komora LFVP 12 (Iskra Pio, Slovenija) 
 centrifuga Labofuge 400 (Heraeus, Nemčija) 
 centrifuga Centric322A (Tehtnica, Slovenija) 
 centrifuga Rotofix 32A (Hettich, Nemčija) 
 CO2 inkubator  MCO – 15AC (Sanyo, Japonska) 
 hematološki analizator XN-1000 (Sysmex, Japonska) 
 HexascopeHAEMA (Quantascope, Švedska) 
 
3.3.1 HexascopeHAEMA 
Aparat HexascopeHAEMA (slika 4) je avtomatiziran skener in analizator. Aparat je 
fluorescenčni mikroskop, ki lahko s popolno avtonomijo optično prepozna 384-delno 
mikrotitrsko ploščico. Deluje tako, da zazna vsako celico posebej in prešteje število živih in 
mrtvih celic v vsaki luknjici. Z vsemi dobljenimi informacijami, s programsko podporno 
opremo, nam poda poročilo o testu citotoksičnosti z vsemi statističnimi parametri. 
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Slika 4: Aparat HexascopeHAEMA. 
 
3.4 POSTOPEK DELA 
3.4.1 Priprava celic 
1. V 15 mL centrifugirko smo najprej odpipetirali 2 mL fikola, nato smo počasi 
odpipetirali še 1 mL vzorca (krvi). 
2. Po 30 minutnem centrifugiranju pri 2200 obratih/minuto so se krvne celice ločile po 
gostotnem gradientu; s Pasteurjevo pipeto smo previdno odvzeli mononuklearne celice, 
ki so bile tik nad fazno mejo fikola in jih prenesli v posodico za gojenje, kjer smo 5 
mL StartMixa v inkubatorju predhodno segreli na 37˚C. 
3. Celice smo nato 15 minut inkubirali v inkubatorju pri 37˚C in 5% CO2. 
4. Vsebino smo iz posode prelili v 15 mL centrifugirko in centrifugirali 5 minut na 1600 
obratih/minuto. 
5. Odlili smo supernatant in celice resuspendirali v 1 mL StartMixa. 50 µL suspenzije 
smo prenesli v mikrocentrifugirko in redčili z 1 × PBS. Na hematološkem analizatorju 
smo tako redčenemu vzorcu izmerili koncentracijo levkocitov. Iz izmerjene 
koncentracije smo preračunali potreben volumen vzorca, da je bila končna 
koncentracija celic na plošči 10 × 106/L. 
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6. V novi 15 mL centrifugirki smo pripravili gojišče Omnisanguine, 13 µL reagenta X ter 
dodali volumen vzorca, ki smo ga predhodno izračunali. Nato smo dopolnili do oznake 
14 mL z raztopino StartMix in nežno premešali, da se celice homogeno prerazporedijo. 
Vsebino centrifugirke smo prelili v sterilno plastično kadičko, ki nam je omogočala 
lažji nanos vzorca. 
7. Pred nanosom vzorca na mikrotitrsko ploščico z ZU, smo nanesli po 30 µL kontrole v 
vdolbinice G1 - G4. Z multikanalno pipeto smo nato previdno odpipetirali 30 µL 
vzorca v vseh preostalih 380 vdolbinic. 
8. 384-delno mikrotitrsko ploščico smo pokrili in inkubirali 72 ur v vlažni posodi pri 
37˚C in 5 % CO2 . 
 
Celoten postopek smo opravljali v sterilni komori s stalnim, laminarnim pretokom zraka. 
 
3.4.2 Barvanje celic 
Po 72-ih urah inkubacije smo celice barvali. Barvilo smo pripravili tako, da smo 500 µL 
fluorescenčnega barvila VitalDye zmešali s 40 mL 1 × sterilnega PBS. Pred samim barvanjem 
smo se z multikanalno pipeto previdno dotaknili vseh vdolbinic, da smo odstranili beljakovine 
na površini. Tako je naše barvilo lahko prodrlo do celic. Počasi smo z multikalno pipeto na 
površino vzorca odpipetirali po 80 µL barvila v vsako luknjico, kot prikazuje slika 5. Pokrili 
smo s pokrovom in barvilo pustili delovati 2 uri pri sobni temperaturi. 
 
Slika 5: Postopek barvanja celic v mikrotitrski ploščici. 
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3.4.3 Analiza celic 
Celice smo po 2 urni inkubaciji pri sobni temperaturi analizirali z aparatom 
HexascopeHAEMA. Pred skeniranjem mikrotitrske ploščice smo umerili intenziteto 
fluorescence živih in mrtvih celic, ostrino slike in položaj vdolbinic. Pred tem smo identiteto 
ploščice zagotovili s skeniranjem unikatne črtne kode, ki jo je imela vsaka posamezna 384-
delna mikrotitrska ploščica. 
Po umeritvah je aparat samodejno pričel s skeniranjem vsake vdolbinice in nato s pomočjo  
programske opreme podal poročilo in analiziral vse potrebne podatke. 
 
3.4.4 Podajanje rezultatov 
Aparat je podal poročilo o analizah v obliki podatkovne knjižnice, ki je prikazana na sliki 6. 
Ta podatkovna knjižnica vsebuje klinični povzetek analize, indeks učinkovitosti (KE% - ang. 
»killing efficienty index«), titracijske krivulje oz. grafični prikaz odziva celic na ZU ter slike 
plošče.  
 
 
Slika 6: Podatkovna knjižnica z rezultati. 
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V kliničnem povzetku analize je opisana citotoksičnost ZU s kontrolnimi parametri in 
opozorili, kot je prikazano na sliki 7.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 7:  Klinični povzetek analize. 
 
KE% je parameter, ki poda učinkovitost ZU. V izračunu KE% so vključene vse meritve za 
posamezno ZU v celotnem koncentracijskem območju. KE% mora biti čim bližje 100 %. Bolj 
se približuje tej vrednosti, bolj je preizkušena ZU učinkovita. Kar pomeni, da bo pobila več 
malignih celic. In obratno, če se približujemo 0 % pomeni, da so celice odporne na ZU. Lahko 
se zgodi, da je ta vrednost tudi nižja od 0 %, kar kaže na napako med pipetiranjem ali 
kontaminacijo vzorca (24, 25).  
Grafični prikaz števila celic poda histogram, ki prikazujejo število živih in mrtvih celic za 
posamezno koncentracijo ZU glede na kontrolo, s standardnim odklonom. Število predstavlja 
mediano petih neodvisnih meritev za vsako koncetracijo v triplikatu. V idealnih pogojih 
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dobimo najnižjo število živih celic pri najvišji koncentraciji ZU, ki funkcijsko raste pri nižanju 
koncentracije, kot je prikazano na sliki 8.  
Slika 8:  Število celic pri padajočih koncentracijah ZU v idealnih pogojih. 
Neenakomerni trend višine histogramov in višje število živih ali mrtvih celic v primerjavi s 
kontrolo nakazuje na napako pri delu. 
Podatkovna knjižnica poda tudi slike plošč, ki prikažejo fluorescento obarvane celice ter 
številčni zapis preštetih celic z indeksom homogenosti (Ch- ang. »calculation homogenity 
score«). Slednji podaja homogenost petih meritev. Kot je prikazano na sliki 9, bolj je 
intenzivna vijolična barva, manjša je standardna deviacija in boljša je homogenost petih 
meritev (23,24).  
Slika 9:  Slika plošče s številom celic in Ch vrednostjo.  
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3.5 KONTROLA KAKOVOSTI 
Sistem, ki smo ga uporabili, je robusten in visoko zmogljiv in v ustreznih razmerah zagotavlja 
zanesljive rezultate. Med samo analizo sistem vrednoti različne parametre, kot so: ustrezno 
število celic, homogeno razporeditev celic, robustnost skeniranja, robustnost trikratnega 
nanosa in delež mrtvih celic v kontrolnem delu plošče. Poda nam tudi številčne vrednosti 
pomembnih statističnih parametrov: faktor Z, ki nam prikaže kakovost testa in je razmerje 
med srednjo vrednostjo in standardnim odklonom; Ch indeks, ki opiše homogenost petih 
meritev in predstavlja točnost analize ter Th indeks, ki opiše homogenost v triplikatu in nam 
poda ponovljivost testa (23, 26). 
Sistem primerja kontrolne parametre z referenčnimi, kot jih prikazuje preglednica III. 
 
Preglednica III: Referenčni parametri kakovosti meritve na aparatu  
 
  
Vrednosti parametra Pomen parametra 
Z = 1 idealno 
Z =  0,5 - 1 dobra kakovost  
Z  = 0 - 0,5 sprejemljiva kakovost  
Z < 0 
kakovost rezultatov je vprašljiva, priporočljivo je 
preveriti rezultate kontrol  
 
  
Ch  (Th) > 10 odlična homogenost  
Ch (Th) = 3-10 dobra homogenost  
Ch (Th) = 1-10 sprejemljiva homogenost  
Ch (Th) < 1 
homogenost je vprašljiva, priporočljivo je preveriti 
robustnost  
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4) REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
4.1 OPTIMIZACIJA METODE 
Za optimizacijo metode smo ocenili vpliv dveh pomembnih parametrov: začetne koncentracije 
celic, ki smo jo nanesli na mikrotitrsko ploščico in časa inkubacije.  
 
4.1.1 Vpliv začetne koncentracije celic 
Vpliv začetne koncentracije celic smo preverili tako, da smo vzorec (priloga, preglednica I, št. 
12) s koncentracijo levkocitov 21,96 × 109/L nanesli na ploščo v dveh različnih volumnih 
V1=76 µL (enojni volumen) in V2=152 µL (dvojni volumen). Inkubirali smo 72 ur in vzorec 
nato analizirali. 
 
Slika 10:  Grafični prikaz odvisnosti števila celic od koncentracije ZU, enojni volumen, čas 
inkubacije 72 ur.
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Slika 11: Grafični prikaz odvisnosti števila celic od koncentracije ZU, dvojni volumen, čas 
inkubacije 72 ur. 
Primerjali smo grafične prikaze koncentracijske odvisnosti števila celic in kakovostne 
parametre (sliki 10 in 11). Razmerje učinkovitosti je ostalo enako, sprememba je le v številu 
celic. Kakovostni parametri so bili pri obeh meritvah ustrezni, vendar so bili pri dvojnem 
volumnu parametri Z, Ch in Th višji v primerjavi z enojnim volumnom, kot je razvidno iz 
podatkov v preglednici IV. Zato lahko rečemo, da je analiza pri dvojnem volumnu vcepka bolj 
kakovostna in ponovljiva. Zato smo pri nadaljnih preizkusih uporabili večjo koncentracijo 
celic. 
Preglednica IV: Primerjava kakovostnih parametrov pri različnih volumnih 
 
 
Parametri pri enojnem volumnu  
(V1= 76 µL ) 
Parametri pri dvojem volumnu     
(V2= 152 µL) 
Z= 0,258 Z= 0,474 
Ch= 12,062 Ch= 13,969 
Th= 8,600 Th= 12,309 
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4.1.2 Vpliv časa inkubacije 
Za oceno vpliva časa inkubacije smo vzorec (priloga, preglednica I, št. 9) z izmerjeno 
koncentracijo levkocitov 5,54 × 109/L nanesli na dve mikrotitrski plošči z istim volumnom 
vcepka V= 305 µL in inkubirali eno ploščo 48 ur in drugo 72 ur. Po določenem času 
inkubacije smo plošče analizirali. Primerjali smo grafične prikaze odvisnosti števila celic 
od koncentracije ZU in kakovostne parametre (slika 12  in slika 13). 
Slika 12: Grafični prikaz odvisnosti števila celic od koncentracije ZU, čas inkubacije 
vzorca 48 ur. 
 
MAJA OKRETIČ  Magistrska naloga 
26 
 
 
Slika 13: Grafični prikaz odvisnosti števila celic od koncentracije ZU, čas inkubacije 
vzorca 72 ur. 
 
Kot lahko opazimo, čas inkubacije vpliva na citotoksično delovanje ZU. Glede trenda 
krivulj in razmerja učinkovitosti lahko rečemo, da sta si precej podobni, razen pri nekaterih 
ZU: klorambucilu, etopozidu, piksantronu, fludarabinu, melfalanu in idarubicinu, kjer 
opazimo razliko v citotoksičnem delovanju. Posebno pozornost moramo nameniti 
klorambucilu, fludarabinu in piksantronu, ki so vključeni v terapijo pri KLL (25). V prvem 
primeru (slika 12), kjer je bil čas inkubacije 48 ur, ni bilo tako izrazitega delovanja, 
medtem ko pri 72 urni inkubaciji (slika 13) opazimo, da je citotoksičnost večja. To bi 
lahko privedlo do napake pri interpretaciji odpornosti malignih celic na ZU. V obeh 
primerih so kakovostni parametri ustrezni, čas inkubacije 72 ur pa je primernejši. 
 
4.1.3 Ponovljivost metode 
Ponovljivost metode smo preverili tako, da smo pripravili dve različni plošči (označeni z a 
in b) z istim vzorcem (priloga, preglednica I št. 36), ki smo jih gojili pri istih pogojih ter ju 
nato analizirali. Volumen vcepka je bil 135 µL, ker je bila izmerjena koncentracija 
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levkocitov 24,62 × 109/L. Primerjali smo grafične prikaze koncentracijske odvisnosti 
števila celic in kakovostne parametre. V obeh primerih so kakovostni parametri ustrezali, 
bile so manjše razlike, vendar zanemarljive. Če primerjamo sliki 14 in 15 opazimo enak 
trend titracijskih krivulj, primerljiva je tudi napoved odpornosti. V plošči b je bilo nekoliko 
več celic, kar je posledica neenakomernega redispergiranja vzorca pred samo pripravo 
celic na gojenje z ZU. Pri kvalitativni oceni smo upoštevali celotno podatkovno knjižnico, 
vključno z indeksom učinkovitosti (KE%), kjer ni bilo velikih odstopanj. Sklenili smo, da 
je ponovljivost metode sprejemljiva. 
 
Slika 14: Grafični prikaz odvisnosti števila celic od koncentracije ZU plošče a. 
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Slika 15: Grafični prikaz odvisnosti števila celic od koncentracije ZU plošče b. 
 
4.2 TEŽAVE PRI IZVEDBI PREIZKUSA 
4.2.1 Omejitev vzorca 
Pri izvedbi celotnega postopka smo se srečevali z različnimi težavami. Velikokrat se je 
zgodilo, da po izolaciji perifernih mononuklearnih krvnih celic (ang, »PBMC- peripheral 
blood mononuclear cell«) nismo dobili zadostnega števila levkocitov za izvedbo analize. 
Po drugi strani je zelo izrazita levkocitoza na račun limfocitov privedla do agregacije celic 
in tvorjenja »sluzi«, zato je bil tak vzorec neuporaben. Nismo ugotovili, zakaj natančno se 
je to zgodilo, verjetno pa je razlog v preveliki koncentraciji celic.  
 
4.2.2 Ročno pipetiranje 
Druga težava je bilo ročno pipetiranje. Slednje je privedlo do neenakomerne distribucije 
celic v kontrolne vdolbinice, na kar nas je tudi sistem opozoril v kliničnem povzetku (slika 
16). 
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Slika 16: Klinični povzetek z opozorilom o napaki pri pipetiranju (v rdečem okvirju). 
 
Od 48-ih analiziranih vzorcev je bilo 6 takih, ki so imeli opozorilo o neenakomerni 
razporeditvi celic v kontroli in o nehomogenosti triplikatov. Tudi kontrolni parametri niso 
ustrezali, Z faktor je bil negativen, kar pomeni, da analiza ni bila zanesljiva in teh podatkov 
nismo uporabili pri podajanju končnega poročila. Prav tako se je pri ročnem pipetiranju 
zgodilo, da se celice niso enakomerno porazdelile po celotni površini vdolbinice, kot 
prikazuje slika 17. Zaradi zmanjšanja specifične površine ZU ni imela zadostnega 
citotoksičnega delovanje, kar se je odražalo tudi na grafičnem prikazu odvisnosti števila 
celic od koncentracije ZU (slika 18). To pomeni, da je bilo pri višjih koncentracijah ZU 
(slika 18, 5 × redčitev) večje število živih celic kot pri nižjih koncentracijah iste ZU (slika 
18, 25 × redčitev), kar nakazauje na napako v postopku. 
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Slika 17: Neenakomerno razporejene celice po površini vdolbinice. 
 
Slika 18: Grafični prikaz odvisnosti števila celic od koncentracije ZU z več celicami pri 
višji koncentraciji (1/5 × začetne koncentracije v primerjavi z 1/25 × začetne 
koncentracije). 
Glede na to, da smo omejeni pri količini vzorca, saj se za izvedbo testa uporablja bodisi kri 
(KLL) ali kostni mozeg (za druge maligne krvne bolezni) in zaradi omenjenih težav s 
pipetiranjem, bi bila morda smiselna uporaba avtomatiziranih pipetorjev, kot pri nekaterih 
podobnih študijah (27).  
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4.3 DOLOČANJE CITOTOKSIČNOSTI ZU PRI VZORCIH BOLNIKOV S KLL 
Od 48-ih analiziranih vzorcev smo jih 35 uporabili za interpretacijo učinkovitosti ZU. Pri 
teh bolnikih smo iz internih podatkovnih baz KOH UKC Ljubljana zbrali podatke o stopnji 
bolezni glede na Binet, rezultate genetskih preiskav in sheme zdravljenja, če so se zdravili 
(priloga, preglednica II).  
Večina bolnikov je imelo infiltracijo limfocitov v krvi nad 80 % (povprečna infiltracija 
limfocitov je bila 84 %; povprečna koncentracija limfocitov v polni krvi je bila 58,15 × 
109/L). Zato lahko rečemo, da so naše analize zanesljive. 
 
20 bolnikov (57 %) je imelo pred odvzemom vzorca stopnjo bolezni po Binetu A, samo 1 
bolnik je imel Binet stopnjo B, 9 (26 %) jih je bilo takih, ki so bili uvrščeni v najbolj 
napredovano stopnjo bolezni, stopnjo po Binetu C. Za 5 bolnikov (14 %) nismo imeli 
podatka o stopnji bolezni. Eden izmed bolnikov (priloga, preglednica II, št. 31) se je od 
leta 2012 zdravil s terapevtsko shemo FCR (fludarabin + ciklofosfamid + rituksimab). 
Drugi bolnik (priloga, preglednica II, št. 35) je od leta 2015 prejemal kombinirano terapijo 
monoklonskega protitelesa ofatumumab (Arzerra ®) in klorambucila (Leukeran ®).  
Bolnikov, ki so prejemali terapijo, je bilo 11 (31 %). Za enega bolnika (priloga, 
preglednica II, št. 16) nismo imeli podatkov o prejemanju terapije. 
Glede na to, da je pri KLL za prognozo bolezni in napoved odpornosti na ZU zelo 
pomembna citogenetika, smo zbrali tudi podatke o kromosomskih preureditvah. V 
preglednici V so povzete glavne kromosomske preureditve in incidenca med bolniki, ki 
smo jih analizirali. 
Preglednica V: Glavne kromosomske preureditve pri preiskovanih bolnikih 
Preureditev kromosomov Število bolnikov s preureditvijo 
brez preureditev 6 (17 %) 
delecija kromosoma 13 (del(13q)) 16 (46 %), pri 4-ih je bila delecija bialelna 
trisomija kromosoma 12 (+12) 8 (23 %) 
delecija kromosoma 11 (del(11q)) 2 (6 %) 
delecija kromosoma 17 (del(17p)) 3 (8 %) 
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V nadaljevanju so podane podrobne analize rezultatov odziva ex vivo testa glede na 
posamezne kromosomske preureditve in stadij napredovanja bolezni. Odzivnost ex vivo 
testa smo ocenili s pomočjo grafičnega prikaza odvisnosti števila celic od koncentracije 
ZU. Ocenili smo jo kot pozitivno pri tistih bolnikih, kjer je bilo popolno uničenje celic pri 
1 × koncentraciji ZU, delno odzivnost, kjer je bilo do 50 % živih celic in neodzivnost, kjer 
je bilo več kot 50 % celic živih v primerjavi s kontrolo. 
Primerjali smo odzivnost na naslednje ZU:  
 bendamustin 
 ciklofosfamid 
 deksametazon 
 fludarabin 
 ibrutinib 
 idelalisib 
 klorambucil 
 lenalidomid 
 mitoksantron 
 piksantron 
 vinkristin 
 
V preglednici VI smo bolnike razdelili glede na stopnjo tveganja. Med alkilirajočimi 
citostatiki (bendamustin, ciklofosfamid in klorambucil) se je pri vseh napovednih skupinah 
najboljše izkazal bendamustin. To so potrdili tudi v študiji, kjer so in vitro primerjali 
odzivnost celic na bendamustin in klorambucil. Slednji je imel manjšo odzivnost na celice 
(28). Ciklofosfamid in deksametazon se navadno uporabljata v kombinaciji z drugimi 
zdravili, zato njun rezultat odzivnosti kot samostojni učinkovini ni relevanten. 
Fludarabin, ki je analog purinskih baz, je zelo učinkovit pri zdravljenju bolnikov, ki so v 
prvem stadiju bolezni (po Binetu A), ne glede na kromosomsko preureditev (29). V naši 
analizi smo to tezo tudi potrdili, saj je pri vseh skupinah dosegel vsaj delno odzivnost. 
Najboljšo odzivnost za ibrutinib smo dobili pri bolnikih z vmesnim tveganjem in nizkim 
tveganjemm, oz. pri skupinama s trisomijo 12 in z delecijo kromosoma 13. Pri tem so se 
rezultati skladali s študijo, kjer so dokazali, da so celice bolnikov s trisomijo 12 bolj 
občutljive na ZU (29). 
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Preglednica VI: Odzivnost celic na različne ZU glede na kromosomske preureditve 
 
Bendamustin Ciklofosfamid Deksametazon Fludarabin Ibrutinib  Idelalisib  Klorambucil Lenalidomid Mitoksantron  Piksantron  Vinkristin  
Bolniki z visokim 
tveganjem [del(17p) 
in del(11q)]; N=5                       
odzivno 0 0 0 1 (20%) 2 (40%) 0 0 0 5 (100%) 1 (20%) 0 
delno odzivno 3 (60%) 1 (20%) 0 1 (20%) 0 2 (40%) 0 0 0 2 (40%) 2 (40%) 
neodzivno 2 (40%) 4 (80%) 5 (100%) 3 (60%) 3 (60%) 3 (60%) 5 (100%) 5 (100%) 0 2 (40%) 3 (60%) 
Bolniki z vmesnim 
tveganjem [(+12) in 
b.p.]; N=14                       
odzivno 0 0 0 1 (7%) 1 (7%) 0 0 0 14 (100%) 1 (7%) 0 
delno odzivno 7 (50%) 2 (14%) 0 5 (36%) 7 (50%) 2 (14%) 4 (29%) 0 0 4 (29%) 0 
neodzivno 7 (50%) 12 (86%) 14 (100%) 8 (57%) 6 (43%) 12 (86%) 10 (71%) 14 (100%) 0 9 (64%) 14 (100%) 
Bolniki z nizkim 
tveganjem [del(13q)]; 
N=16                       
odzivno 1 (6%) 0 1 (6%) 0 4 (25%) 0 1 (6%) 0 16 (100%) 1 (6%) 0 
delno odzivno 3 (19%) 2 (13%) 0 5 (31%) 3 (19%) 1 (6%) 3 (19%) 0 0 13 (81%) 5 (31%) 
neodzivno 12 (75%) 14 (87%) 15  (94%) 11 (69%) 9 (56%) 15 (94%) 12 (75%) 16 (100%) 0 2 (13%) 11 (69%) 
Skupno št. bolnikov; 
N=35                       
odzivno 1 (3%) 0 1 (3%) 2 (6%) 7 (20%) 0 1 (3%) 0 35 (100%) 3 (9%) 0 
delno odzivno 13 (37%) 5 (14%) 0 11 (31%) 10 (29%) 5 (14%) 7 (20%) 0 0 19 (54%) 7 (20%) 
neodzivno 21 (60%) 30 (86%) 34 (97%) 22 (63%) 18 (51%) 30 (86%) 27 (77%) 35 (100%) 0 13 (37%) 28 (80%) 
* b.p.: brez preureditve   
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Idelalisib in vinkristin niti pri enem izmed bolnikov nista dosegla pozitivne odzivnosti. 
Glede na ta rezultat sklepamo, da ti dve ZU nista primerni za zdravljenje bolnikov s KLL. 
Celice vseh podskupin, niso bile odzivne na lenalidomid. 
Antraciklinska antibiotika (mitoksantron in piksantron) sta dosegla zelo dobro odzivnost 
celic. Vendar je analiza za mitoksantron vprašljiva, ker je bila na testni plošči 
koncentracija antibiotika višja od terapevtske. 
Piksantron je, kot manj kardiotoksičen antraciklinski antibiotik, dosegel kar dobro 
odzivnost v vseh podskupinah. Najbolj so bile odzivne celice bolnikov z delecijo 
kromosoma 13. V študijah za te vrste bolnikov so opisali izbiro druge ZU, saj je piksantron 
namenjen bolnikom s slabšo prognozo (30).  
Glede na rezultate odzivnosti lahko opazimo, da so bolniki s slabšo prognozo in visokim 
tveganjem [del(17p) in del(11q)] bolj odporni na večino ZU. Najboljša odzivnost se je 
pokazala pri tistih, ki imajo del(13q). 
 
Če razdelimo skupine glede na stadij bolezni, kot je prikazano v preglednici VII, opazimo, 
da so celice KLL bolnikov v zgodnjem stadiju bolezni najbolj odzivne na ZU. Kot smo že 
prej omenili, je fludarabin ZU, na katero se celice zelo dobro odzovejo, ne glede na stopnjo 
tveganja in kromosomsko preureditev. Prav tako je ibrutinib dosegel dobro odzivnost tudi 
pri bolnikih, ki so bili v stadiju C.   
Zaradi tega je zgodnja prognoza bolezni zelo pomembna za uspešno zdravljenje.  
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Preglednica VII: Odzivnost celic na različne ZU glede na stadij bolezni 
 
 
 
 
 
Bendamustin Ciklofosfamid Deksametazon Fludarabin Ibrutinib  Idelalisib  Klorambucil Lenalidomid Mitoksantron  Piksantron  Vinkristin  
Stadij A; N=20                       
odzivno 1 (5%) 0 0 1 (5%) 6 (30%) 0 1 (5%) 0 20 (100%) 3 (15%) 0 
delno odzivno 8 (40%) 3 (15%) 0 9 (45%) 4 (20%) 4 (20%) 5 (25%) 0 0 9 (45%) 4 (20%) 
neodzivno 11 (55%) 17 (85%) 20 (100%) 10 (50%) 10 (50%) 16 (80%) 14 (70%) 20 (100%) 0 8 (40%) 16 (80%) 
Stadij B; N=1                       
odzivno 0 0 0 0 0 0 0 0 1 (100%) 0 0 
delno odzivno 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 (100%) 0 
neodzivno 1 (100%) 1 (100%) 1 (100%) 1 (100%) 1 (100%) 1 (100%) 1 (100%) 1 (100%) 0 0 1 (100%) 
Stadij C; N=9                       
odzivno 0 0 0 1 (11%) 1 (11%) 0 0 0 9 (100%) 0 0 
delno odzivno 2 (22%) 2 (22%) 0 1 (11%) 3 (33%) 1 (11%) 1 (11%) 0 0 5 (55%) 2 (22%) 
neodzivno 7 (78%) 7 (78%) 9 (100%) 7 (78%) 5 (56%) 8 (99%) 8 (99%) 9 (100%) 0 4 (45%) 7 (78%) 
Skupno št. 
bolnikov; N=30                       
odzivno 1 (3%) 0 0 2 (7%) 7 (23%) 0 1 (3%) 0 30 (100%) 3 (10%) 0 
delno odzivno 10 (33%) 5 (17%) 0 10 (33%) 7 (23%) 5 (17%) 6 (20%) 0 0 15 (50%) 6 (20%) 
neodzivno 19 (64%) 25 (83%) 30 (100%) 18 (60%) 16  (54%) 25 (83%) 23 (77%) 30 (100%) 0 12  (40%) 24 (80%) 
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V poglavjih, ki sledijo, smo večji poudarek namenili bolnikom, ki so prejemali terapijo. 
Razdelili smo jih glede na kromosomske preureditve (podatke smo pridobili iz internih 
podatkovnih baz KOH UKC Ljubljana). Te smo podrobno pregledali in ocenili, ali je bila 
napovedna vrednost testa pozitivna ali negativna. Tako kot odzivnost, smo tudi napovedno 
vrednost ocenili z grafičnim prikazom odvisnosti števila celic od koncentracije ZU kot 
odzivno pri tistih bolnikih, kjer je bilo popolno uničenje celic pri 1 × koncentraciji ZU in jih 
prikazujejo tudi slike v nadaljevanju. 
 
4.3.1 Rezultati testiranja ex vivo pri bolnikih z delecijo kratkega kraka kromosoma 17 
(del(17p)) 
Bolniki te podskupine imajo najmanj ugoden potek bolezni. Incidenca med preiskovanimi 
bolniki je bila 8 %, torej samo 3 bolniki od 35. Vsi trije bolniki so imeli poleg delecije 17 tudi 
delecijo 13. Dva bolnika sta se zdravila. Bolezen je bila pri enem bolniku (priloga, preglednica 
II, št. 25) stopnje C po Binetu in se je zdravil že od leta 2004. Prejemal je različne terapije- 
najprej klorambucil in metilprednizolon, nato je občasno prejemal samo klorambucil. Od leta 
2011 pa kombinacijo klorambucila z rituksimabom, leta 2017 pa so zdravniki zamenjali 
terapijo z ibrutinibom. Po analizi vzorca in po pregledu grafičnega prikaza št. celic smo 
ugotovili odpornost na skoraj vse ZU. Na sliki 19 so v rdečem okvirju označene ZU 
klorambucil in ibrutinib. 
Ta podskupina bolnikov ima najslabšo prognozo in najhitrejši potek bolezni. Celice s to 
preureditvijo imajo odpornost oz. neodzivnost na veliko ZU. Smiselnost zdravljenja s 
klorambucilom ali ibrutinibom je tu vprašljiva. Morda bi se morali odločiti za druge novejše 
terapije, ki so prisotne na trgu- npr. venetoklaks, ali novejšimi protitelesi (7, 12, 31). 
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Slika 19: Grafični prikaz odvisnosti števila celic od koncentracije ZU za bolnika št. 25 (V 
rdečem okvirju sta označeni ZU klorambucil in ibrutinib, ki ju je bolnik prejemal). 
Za drugega bolnika (priloga, preglednica II, št. 31) je FISH analiza pokazala poleg delecije 17 
tudi delecijo 13. Bolnik je bil v remisiji, pred tem pa je bil uvrščen v A stopnjo po Binetu. 
Kljub temu se je zdravil s terapijo FCR. Glede na to, da je dosegel remisijo, je bil očitno 
odziven na terapijo. Z grafičnim prikazom odvisnosti št. celic od koncentracije ZU smo 
primerjali odziv ex vivo (slika 20).  
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Slika 20: Grafični prikaz odvisnosti števila celic od koncentracije ZU za bolnika št. 31. (V 
rdečem okvirju sta označeni ZU fludarabin in ciklofosfamid, ki ju je bolnik prejemal). 
Pri najvišji koncentraciji fludarabina sicer ni bilo popolnega odziva, a se je učinkovitost le-
tega kar dobro izrazila. Po drugi strani pa so celice bile odporne na ciklofosfamid. Tu se spet 
pokaže slabost tega, da preizkušamo samo eno ZU naenkrat ne pa v kombinaciji. Torej 
direktno povezavo ex vivo odziva z in vivo učinkovitostjo ne moremo potrditi. Pri dotičnem 
bolniku se je dobro izkazala tudi ZU ibrutinib (označena z zeleno barvo na sliki 20), poleg 
zaviralcev topoizomeraze II, ki je indicirana prav za tovrstno podskupino bolnikov (31). 
Bolnik št. 20 (priloga, preglednica II) ni bil v fazi zdravljenja, podatka o stopnji bolezni nismo 
imeli. Tudi ta bolnik ni imel izolirane delecije 17, ampak je bila prisotna še delecija 13. Po 
analizi vzorca smo, podobno kot pri ostalih dveh bolnikih, ugotovili odpornost celic na ZU 
razen na daunorubicin, delno na doksorubicin, mitoksantron in idarubicin (slika 21).  
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Slika 21: Grafični prikaz odvisnosti števila celic od koncentracije ZU za bolnika št. 20. 
  
MAJA OKRETIČ  Magistrska naloga 
40 
 
4.3.2 Rezultati testiranja ex vivo pri bolnikih z delecijo dolgega kraka kromosoma 11 
Samo dva bolnika sta imela delecijo 11, med vsemi 35- imi preiskovanimi. En bolnik je imel 
pridruženo preureditev in sicer delecijo 13 (priloga, preglednica II, št. 14). Drugi bolnik s 
tovrstno delecijo je začel prejemati terapijo leta 2017 (na dan odvzema) s klorambucilom ter 
bil uvrščen v stopnjo A. Imel je še pridruženo trisomijo 12 (priloga, preglednica II, št. 12). Po 
analizi vzorca smo ugotovili, da so periferne krvne celice odporne na klorambucil, kot jasno 
prikaže slika 22. Zato terapija s to ZU ni primerna. 
 
Slika 22: Grafični prikaz odvisnosti števila celic od koncentracije ZU klorambucila za 
bolnika št. 12. 
Primernejše bi bilo morda zdravljenje z bendamustinom ali piksantronom, saj sta slednja 
pokazala zmerno občutljivost pri najvišji 1 × koncentraciji (slika 23). 
 
 
Slika 23: Grafični prikaz odvisnosti števila celic od koncentracije ZU piksantrona in 
bendamustina za bolnika št. 12. 
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Bolnik pod zaporedno št. 14 (priloga, preglednica II), se je od leta 2016 zdravil z 
metilprednizolonom nato še s klorambucilom. Poleg delecije 11 je imel še pridruženo 
kromosomsko preureditev delecijo 13. Bolezen je bila stopnje A po Binetu. Po opravljenem 
testu citotoksičnosti na ZU smo ugotovili, da je delno odziven na klorambucil. Zanimiva 
ugotovitev je bila, da je bolnik zelo občutljiv na bortezomib in karfilzomib (zaviralci 
proteasoma), kot prikazuje slika 24. Ti dve ZU se uporabljata pri zdravljenju diseminiranega 
plazmocitoma (DP) (25). Prav tako je bil zelo občutljiv na klofarabin, ki je indiciran pri 
zdravljenju akutne limfoblastne levkemije (ALL) (32). 
 
 
Slika 24: Grafični prikaz odvisnosti števila celic od koncentracije ZU za bolnika št. 14. (V 
modrem okvirju označene ZU, za katere nismo pričakovali občutljivosti. V rdečem okvirju 
označen klorambucil). 
Iz grafičnega prikaza odvisnosti št. celic od koncentracije ZU smo ugotovili odzivnost na 
daunorubicin, doksorubicin, mitoksantron, idarubicin ter delno na piksantron, bendamustin, 
fludarabin, ibrutinib in vinkristin. To ugotovitev smo potrdili še s pregledom indeksa 
učinkovitosti - KE% prikazanim v preglednici VIII. 
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Ker bolnik ni odziven na klorambucil, bi bilo morda smiselno zamenjati terapijo. V študiji so 
namreč dokazali, da imajo bolniki z delecijo 11 (za katere velja neugoden in hitrejši potek 
bolezni) dober odgovor na terapijo s fludarabinom. Pri našem bolniku je učinkovitost 
fludarabina večja v primerjavi s klorambucilom (7- 9). 
 
Preglednica VIII: Indeks učinkovitosti- KE% ZU za bolnika št. 14 
ZU KE % 
 
ZU KE % 
Daunorubicin 93 
 
Idelalisib 36 
Bortezomib 91 
 
Ciklofosfamid 36 
Karfilzomib  84 
 
Dasatinib 34 
Doksorubicin 81 
 
Melfalan 31 
Klofarabin 79 
 
Kladribin 25 
Idarubicin 72 
 
Deksametazon 22 
Citarabin 64 
 
Klorambucil 20 
Mitoksantron 59 
 
Metotreksat 16 
Azacitidin 55 
 
Busulfan 14 
Ruksolitinib 50 
 
Pomalidomid 13 
Piksantron 49 
 
Decitabin 7 
Vinkristin 48 
 
Lenalidomid 6 
Bendamustin 44 
 
Etopozid 0 
Fludarabin 44 
 
Talidomid 0 
Ibrutinib 43 
 
Merkaptopurin -2 
 
4.3.3 Rezultati testiranja ex vivo pri bolnikih s trisomijo kromosoma 12 
V tej podskupini smo imeli 8 bolnikov s trisomijo 12 (priloga, preglednica II, št. 5, 12, 21,  
26, 29, 30, 33, 34). Samo en bolnik (priloga, preglednica II, št. 29) se je zdravil od leta 2011 
do 2012 s shemo R - CHOP (CHOP shema s protitelesom rituksimabom), nato je leta 2016 
prejemal kombinacijo rituksimaba z bendamustinom, nazadnje pa še piksantron. Bolezen je 
bila stopnje C po Binetu. Na dan odvzema nismo imeli podatkov o napredovanju bolezni oz. 
možni remisiji. Iz grafičnega prikaza odvisnosti št. celic od koncentracije ZU na sliki 25 
opazimo odziv celic na ZU. Bolnik je bil odziven na veliko ZU kljub kromosomski 
preureditvi, ki ima srednje ugodno prognozo. Najbolj je bil občutljiv na shemo CHOP (razen 
na vinkristin), ciklofosfamid in doksorubicin sta imela kar visok indeks učinkovitosti (KE%).  
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Iz grafičnega prikaza št. celic lahko razberemo, da smo imeli pri najvišji koncentraciji 
piksantrona delni odziv, medtem ko je bil bolnik na bendamustin odporen, čeprav je bil indeks 
učinkovitosti v preglednici IX za bendamustin višji od piksantrona. Zaradi tega moramo 
vedno, preden podamo oceno o odzivu citotoksičnosti, pregledati celotno podatkovno 
knjižnico. 
Slika 25: Grafični prikaz odvisnosti števila celic od koncentracije ZU za bolnika št. 29 (V 
modrem okvirju so označene ZU R - CHOP sheme, razen rituksimaba. V rdečem okvirju je 
označen bendamustin. V zelenem okvirju je označen piksantron). 
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Preglednica IX: Indeks učinkovitosti- KE% ZU za bolnika št. 29 
ZU KE % 
 
ZU KE % 
Daunorubicin 94 
 
Melfalan 42 
Doksorubicin 85 
 
Busulfan 42 
Citarabin 82 
 
Deksametazon 42 
Bortezomib 80 
 
Bendamustin 41 
Mitoksantron 79 
 
Desatinib 35 
Karfilzomib 79 
 
Idelalisib 33 
Klofarabin 78 
 
Decitabin 22 
Idarubicin 76 
 
Piksantron 20 
Kladribin 75 
 
Ruksolitinib 9 
Klorambucil 73 
 
Lenalidomid 8 
Azatidin 58 
 
Metotreksat 6 
Ciklofosfamid 55 
 
Vinktristin -3 
Fludarabin 52 
 
Talidomid -11 
Etopozid 48 
 
Pomalidomid -17 
Ibrutinib 46 
 
Merkaptopurin -19 
 
Pri bolnikih, ki so prejemali terapijo in imajo takšno kromosomsko preureditev, je nenavadno, 
da so občutljivi na klorambucil. Za bolnike s trisomijo 12 sicer ni predpisane posebne terapije. 
Ena izmed uspešnih terapij bi lahko bila terapija s FCR, na katero se bolniki dobro odzovejo 
(10, 33). 
Bolnik št. 26 je imel poleg trisomije 12 tudi delecijo 13. Nismo imeli podatka o Binetu. Ni se 
zdravil, a smo zanj vseeno opravili test citotoksičnosti. Iz grafičnega prikaza odvisnosti št. 
celic od koncentracije ZU na sliki 26, lahko opazimo odpornost na klorambucil, kot so jo imeli 
bolniki z izolirano obliko delecije 13 ter delno občutljivost na bendamustin in piksantron, ki 
sta označeni v modrem okvirju. Možna terapija pri tem bolniku bi lahko bila ZU ibrutinib, ki 
je prav tako označena z modrim okvirjem. Saj so celice s trisomijo 12 občutljive na le-to (34). 
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Slika 26: Grafični prikaz odvisnosti števila celic od koncentracije ZU za bolnika št. 26, ki ni 
prejemal terapije. 
Ostali bolniki s to kromosomsko preureditvijo se niso zdravili. Vseeno smo opravili test 
citotoksičnosti in ugotovili, da so bili vsi odzivni na zaviralce topoizomeraze II in delno 
odzivni na piksantron in bendamustin. Za razliko od bolnika št. 29 je bil samo en bolnik 
(priloga, preglednica II, št. 34) delno odziven na klorambucil. Rezultati niso prikazani. 
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4.3.4 Rezultati testiranja ex vivo pri bolnikih brez kromosomskih preureditev 
Pri bolnikih, ki niso imeli kromosomskih preureditev (priloga, preglednica II, št. 2, 13, 18, 19, 
24, 28) smo po pregledu grafičnega prikaza odvisnosti št. celic od koncentracije ZU in indeksa 
učinkovitosti ugotovili neodzivnost na veliko ZU. Mononuklearne celice (PBMC) so bile zelo 
občutljive na daunorubicin, doksorubicin in mitoksantron. Te ZU spadajo med antraciklinske 
antibiotike, ki zaradi specifične strukture interkalirajo v dvoverižno DNA, s katero tvorijo 
šibke vezi, dodaten mehanizem delovanja je inhibicija topoizomeraze II, ki je encim udeležen 
v replikaciji DNA. Pri dveh bolnikih (priloga, preglednica II, št. 13, 28) so bile celice odzivne 
tudi na ZU idarubicin (sliki 27 in 28), ki prav tako spada med antraciklinske antibiotike. 
Bolnika se sicer nista zdravila. 
 
Slika 27: Grafični prikaz odvisnosti števila celic od koncentracije ZU za bolnika št. 13 (v 
rdečem okvirju označene ZU, na katere je bil odziven). 
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Slika 28: Grafični prikaz odvisnosti števila celic od koncentracije ZU za bolnika št. 28 (v 
rdečem okvirju označene ZU, na katere je bil odziven). 
V tej podskupini bolnikov se je zdravil samo en bolnik (priloga, preglednica II, št. 24). 
Prejemal je terapijo s klorambucilom od leta 2016. Po opravljenem testu citotoksičnosti in po 
pregledu vseh kakovostnih prametrov smo ugotovili, da je bolnik neodziven na to ZU, kot 
prikazuje slika 29. Tudi pri najvišji koncentraciji ZU (1 ×) se ni pokazalo delovanje na celice.  
Občutljiv pa je bil kot vsi ostali na daunorubicin, doksorubicin, idarubicin in mitoksantron. 
 
Slika 29: Grafični prikaz odvisnosti števila celic od koncentracije ZU klorambucila za 
bolnika št. 24. 
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Glede na to, da je bila bolezen pri bolniku stopnje A po Binetu pomeni, da je bil v začetnem 
stadiju bolezni. Posledično je smotrnost zdravljenja vprašljiva. Takemu bolniku bi odsvetovali 
nadaljnje zdravljenje s klorambucilom. V kolikor bi se stanje bolnika poslabšalo, bi se raje 
odločili za uporabo druge ZU, npr. v nekaterih študijah so kot alternativo klorambucila 
uporabili pentostatin, saj so dokazali občutljivost na celice, ki so bile odporne na klorambucil. 
Uporabili so tudi kombinacijo z monoklonskim protitelesom proti CD20, npr. ofatumumabom, 
ki je izkazovala boljšo učinkovitost kot monoterapija (35, 36). 
4.3.5 Rezultati testiranja ex vivo pri bolnikih z delecijo dolgega kraka kromosoma 13  
Bolnikov z delecijo 13 je bilo 16, od teh se je 9 bolnikov zdravilo. To je najbolj pogosta 
kromosomska preureditev pri bolnikih s KLL. V nadaljevanju smo predstavili samo tiste 
bolnike, ki so prejemali terapijo, saj pri ostalih ni imelo smisla oceniti odziva ex vivo. Pri 
bolniku št. 35 (priloga, preglednica II) je bil faktor Z negativen, zato je bila kakovost testa 
vprašljiva in odziva ex vivo nismo mogli upoštevati pri klinični interpretaciji. Prvi bolnik v tej 
podskupini (priloga, preglednica II, št. 3) je imel KLL stopnje po Binetu B. Prejemal je 
terapijo po shemi FCR. Iz grafičnega prikaza odvisnosti št. celic od koncentracije ZU lahko 
opazimo odpornost celic na fludarabin in ciklofosfamid, indeks učinkovitosti teh dveh ZU je 
bil negativen (slika 30). Slabost tega testa je, da ne upošteva kombinacij različnih ZU, ampak 
lahko testiramo samo eno ZU naekrat. ZU namreč delujejo sinergistično, česar s tem testom ne 
moremo dokazati. Bolnik je bil občutljiv na daunorubicin, doksorubicin, mitoksantron in delno 
na piksantron (1 × konc. je ubila 50 % celic glede na kontrolo). 
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Slika 30: a) Grafični prikaz odvisnosti števila celic od koncentracije ZU ciklofosfamida in 
fludarabina ter b) indeks učinkovitosti (KE%). 
 
Bolnik pod zaporedno št. 8 (priloga, preglednica II) je prejemal od leta 2012 idelalisib in 
metilprednizolon (Medrol ®). Bolezen je bila stopnje C po Binetu, kar pomeni že kar 
napredovana bolezen. Iz grafičnega prikaza odvisnosti št. celic od koncentracije ZU na sliki 31 
opazimo odpornost celic na idelalisib.  
 
Slika 31: Grafični prikaz odvisnosti števila celic od koncentracije ZU idelalisiba. 
a) 
b)
) 
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V dosedanjih raziskavah so pokazali, da je morda problem v prenizki koncetraciji ZU, ki se 
uporablja pri testiranju ex vivo in proapoptotični učinek ni izražen. Za dosego citotoksičnega 
učinka ex vivo, bi bile namreč potrebne višje koncentracije, ki jih in vivo ne bi uspeli doseči 
oz. bi bile toksične za bolnika. Primo in sodelavci so ugotovili tudi, da je problem pri ex vivo 
testih posnemanje bolnikovega mikrookolja. Ta problem so rešili tako, da so dodali različne 
citokine in rastne dejavnike. Izkazalo se je, da boljše posnemanje in vivo pogojev privede tudi 
do bolj točnih rezultatov pri napovedi odziva. V tej isti študiji so ugotovili, da je napovedna 
vrednost ex vivo testa za ZU idelalisib in ibrutinib pri bolnikih z izolirano delecijo 13 
negativna (38). To je izkazalo tudi v našem testu, saj celice niso bile občutljive. Za to ZU torej 
ne moremo povezati ex vivo odziva z in vivo učinkovitostjo. 
 
Naslednji bolnik (priloga, preglednica II, št. 11) je prejemal terapijo s kombinacijo 
klorambucila z obinutuzumabom. Imel je bolezen stopnje C po Binetu. Tudi pri tem bolniku 
smo ugotovili neodzivnost celic na klorambucil in odzivnost na daunorubicin, doksorubicin, 
mitoksantron in delno na piksantron (slika 32). 
 
Slika 32: Grafični prikaz odvisnosti števila celic od koncentracije ZU za bolnika št. 11. 
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Odziva in vivo s testom ne moremo primerjati, saj bi celice morali izpostaviti kombinaciji s 
protitelesom obinutuzumabom. Glede na to, da je bolnik v napredovanem stadiju bolezni, bi 
bilo priporočljivo premisliti o zamenjavi terapije.  
Bolnik št. 22 (priloga, preglednica II) je bil na dan odvzema krvi uvrščen v najvišjo stopnjo po 
Binetu, torej C. Od leta 2016 je prejemal terapijo klorambucila z metilprednizolom. Na sliki 
33 je grafični prikaz št. celic za klorambucil. 
 
Slika 33: Grafični prikaz odvisnosti števila celic od koncentracije ZU klorambucila za 
bolnika št. 22. 
Celice so neobčutljive na klorambucil. S testom smo potrdili tezo, da so bolniki v 
napredovanem stadiju bolezni bolj odporni na nekatere ZU, kot je npr. klorambucil. Zato bi 
bilo smiselno zamenjati terapijo. Pri dotičnem bolniku so bile periferne krvne celice zmerno 
občutljive na dve ZU, ki se tudi uporabljata pri zdravljenju KLL in sicer fludarabin in ibrutinib 
(slika 34).  
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Slika 34: Grafični prikaz odvisnosti števila celic od koncentracije ZU fludarabina in 
ibrutiniba za bolnika št. 22.  
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5) SKLEPI 
Z raziskavo smo prišli do naslednjih ugotovitev: 
o za uspešno analizo s sistemom HexascopeHEAMA mora biti končna koncentracija 
izoliranih perifernih mononuklearnih krvnih celicah na mikrotitrski plošči vsaj 10 × 
106 in čas inkubacije 72 ur. 
o Za kakovostno analizo mora biti infiltracija limfocitov v periferni krvi vsaj 70 %. 
o Test citotoksičnosti s sistemom HexascopeHEAMA je ponovljiv, saj ob ustreznih 
pogojih in pravilnemu rokovaju vzorca so, po pregledu celotne podatkovne knjižnice, 
kakovostni parametri primerljivi. 
o Rezultate lahko uporabljamo samo, če so kakovostni parametri ustrezni. Za bolj 
kakovostno in celostno podajanje poročila moramo pregledati vso podatkovno 
knjižnico. 
o Pri bolnikih je smiselno imeti tudi podatke o interfazni preiskavi FISH. 
o Bolniki s slabšo prognozo in visokim tveganjem [del(17p) ter del(11q)] so neodzivni 
na večino ZU. 
o Najboljšo odzivnost na ZU je desegla skupina bolnikov z del(13q). 
o Test citotoksičnosti lahko uporabimo kot pripomoček za pregled odzivnosti celic pri 
bolnikih, ki se že zdravijo z monoterapijo in so nanjo odporni ter predlagamo 
alternativno terapijo. 
o Smiselno je slediti poteku bolezni in odzivu na zdravljenje pri posameznem bolniku. 
o Napoved ex vivo testa z in vivo učinkovitostjo nismo uspeli napovedati, saj se je večina 
bolnikov zdravila s kombinacijo ZU, ki delujejo sinergistično. 
Slabost testa je prav ta, da bolniki s KLL prejemajo kombinirane sheme zdravljenja. V našem 
naboru preizkušenih ZU ni protiteles, ki so bistvenega pomena pri uspešnem zdravljenju. 
Zaradi tega bi bilo potrebno spremeniti nabor ZU na mikrotitrski plošči. Vključitev protiteles, 
ki jih pogosto vsebujejo sheme zdravljenja, je bolj težavna, ker je njihovo delovanje vezano na 
imunski sistem in ga je težko simulirati ex vivo. Poleg tega nismo imeli podatkov o uspešnosti 
zdravljenja pri dotičnih bolnikih, saj kot je znano, se celice v mikrookolju organizma drugače 
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odzovejo na kemoterapevtike kot ex vivo. Test bi bil lahko pripomoček pri vrednotenju 
odzivnosti celic skupaj z ostalimi podatki za izbiro najustreznejše terapije. 
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7) PRILOGA 
7.1  Preglednica I: Seznam vzorcev za optimizacijo metode 
Zaporedna 
št. bolnika 
c(levk) [109/L] 
v polni krvi 
c(limf) [109/L] 
v polni krvi 
% limf t(ink) [h] Kontrolni parametri 
1 48,63 44,48 91,5 48 ustrezni 
2 11,26 7,69 68,3 48 ustrezni 
3 23,61 20,55 87 48 ustrezni 
4 74,38 66,85 89,9 48 ustrezni 
5 12,38 8,2 66,2 48 ustrezni 
6 46,29 39,51 85,4 72 ustrezni 
7 39,38 34,03 86,4 72 ustrezni 
8 17,06 9,99 58,6 72 ustrezni 
9 62,56 56,61 90,5 72 ustrezni 
10 46,63 39,11 83,9 72 ustrezni 
11 46,17 40,92 88,6 72 ustrezni 
12 46,45 39,53 85,1 72 
neenakomerna distribucija celic v kontrolnih vdolbinicah                  
(neg Z faktor) 
13 27,18 24,74 91 72 ustrezni 
14 21,79 15,12 69,4 72 ustrezni 
15 23,61 17,35 73,5 72 ustrezni 
16 176,14 170,12 96,6 72 ustrezni 
17 37,4 31,13 83,2 72 ustrezni 
18 50,78 43,32 85,3 72 ustrezni 
19 31,62 27,99 88,5 72 ustrezni 
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20 26,11 20,61 78,9 72 ustrezni 
21 22,67 14,84 65,5 72 ustrezni 
22 49,11 44,09 89,8 72 ustrezni 
23 19,94 13,86 69,5 72 
neenakomerna distribucija celic v kontrolnih vdolbinicah                  
(neg Z faktor) 
24 42,47 39,1 92,1 72 ustrezni 
25 47,31 45,62 96,4 72 ustrezni 
26 46,19 38,6 83,6 72 ustrezni 
27 52,02 46,4 89,2 72 ustrezni 
28 24,09 19,5 80,9 72 
neenakomerna distribucija celic v kontrolnih vdolbinicah                  
(neg Z faktor) 
29 23,53 14,31 60,8 72 
neenakomerna distribucija celic v kontrolnih vdolbinicah                  
(neg Z faktor) 
30 20,9 13,72 65,6 72 ustrezni 
31 51,16 43,13 84,3 72 ustrezni 
32 270,35 263,46 97,5 72 ustrezni 
33 39,29 34,39 87,5 72 ustrezni 
34 79,89 74,88 93,7 72 ustrezni 
35 61,15 55,02 90 72 ustrezni 
36 192,51 176,62 91,7 72 ustrezni 
37 28,78 20,85 72,4 72 ustrezni 
38 80,3 71,02 88,4 72 ustrezni 
39 10,41 5,14 49,4 72 ustrezni 
40 52,65 47,01 89,3 72 
neenakomerna distribucija celic v kontrolnih vdolbinicah                  
(neg Z faktor) 
41 198,17 174,04 87,8 72 
neenakomerna distribucija celic v kontrolnih vdolbinicah                  
(neg Z faktor) 
42 27,65 23,36 84,4 72 ustrezni 
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43 32,37 30,3 93,6 72 ustrezni 
44 37,12 28,49 76,8 72 ustrezni 
45 117,72 111,26 94,5 72 ustrezni 
46 151,09 128,97 85,4 72 ustrezni 
47 86,58 81,96 94,7 72 ustrezni 
48 175,46 163,99 93,5 72 ustrezni 
 
7.2 Preglednica II: Seznam vzorcev bolnikov s KLL za klinično interpretacijo 
Zaporedna 
št.   
bolnika 
Binet 
(najvišja 
stopnja)                           
Zdravljenje (shema zdravljenja in pričetek 
terapije) 
Kromosomska 
preureditev 
c(leuk) 
[109/L] 
v polni 
krvi 
c(limf) 
[109/L] 
v polni 
krvi 
% 
limf 
1 A / del(13q) 46.29 39.51 85.4 
2 A / b.p. 176.14 170.12 96.6 
3 B RFC- rituksimab+fludarabin+ciklofosfamid (dec. 2017) del(13q) 192.51 176.62 91.7 
4 A / del(13q) 27.65 23.36 84.4 
5 A /  (+12) 80.3 71.02 88.4 
6 A / del(13q) 46.63 39.11 83.9 
7 A / del(13q) 175.46 163.99 93.5 
8 C idelalisib+metilprednizolon del(13q) 32.37 30.3 93.6 
9 A / del(13q) 42.47 39.1 92.1 
10 C / del(13q) 39.29 34.39 87.5 
11 C obinutuzumab+klorambucil (jan. 2018) del(13q) 79.89 74.88 93.7 
12 A klorambucil (nov. 2017)  (+12)+del(11q) 117.72 111.26 94.5 
13 A / b.p. 23.61 17.35 73.5 
14 A metilprednizolon (2016), klorambucil (sept. 2017) del(13q)+del(11q) 47.31 45.62 96.4 
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15 ni podatka / del(13q) 20.9 13.72 65.6 
16 ni podatka ni podatka del(13q) 28.78 20.85 72.4 
17 A / del(13q) 46.17 40.92 88.6 
18 A / b.p. 52.02 46.4 89.2 
19 A / b.p. 22.67 14.84 65.5 
20 ni podatka / del(13q)+del(17p) 151.09 128.97 85.4 
21 A /  (+12) 46.19 38.6 83.6 
22 C klorambucil+metilprednizolon (avg. 2016) del(13q) 51.16 43.13 84.3 
23 A / del(13q) 26.11 20.61 78.9 
24 A klorambucil (avg. 2016) b.p. 31.62 27.99 88.5 
25 C 
klorambucil+metilprednizolon (2004),                                                        
klorambucil (občasno do 2011), klorambucil+rituksimab 
(2014), klorambucil (2017), ibrutinib (okt. 2017) 
del(13q)+del(17p) 
270.35 263.46 97.5 
26 ni podatka / del(13q)+(+12) 61.15 55.02 90 
27 C ibrutinib (mar. 2016)  (+12) 10.41 5.14 49.4 
28 A / b.p. 21.79 15.12 69.4 
29 C 
rituksimab(R)-CHOP (2011) , R-CHOP (2012, 2. cikel),                                                      
R-bendamustin (2016), piksantron (2017) 
 (+12) 
17.06 9.99 58.6 
30 A /  (+12) 49.11 44.09 89.8 
31 A/remisija RFC (jan. 2012) del(13q)+del(17p) 37.4 31.13 83.2 
32 A / del(13q) 86.58 81.96 94.7 
33 C /  (+12) 27.18 24.74 91 
34 ni podatka /  (+12) 50.78 43.32 85.3 
35 C/remisija ofatumumab+klorambucil (sept. 2015) del(13q) 37.12 28.49 76.8 
 
 * b.p.: brez preureditve  
 
